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リセプターの検索を行なった。 125 1 で標識した CRM197 を Vero細胞膜とインキュベーションし，膜
に結合した CRM197 を測定したと乙ろ，過剰の未標識CRM197 でコンビートされる特異的な結合が観
察された。乙の結合は加えた 125 1 -CRM197 の濃度に依存するが，一定の濃度係守80ng/ml) 以上で
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飽和した。乙の濃度依存結合量をもとに，スカッチヤード・プロットからその結合定数と結合部位数を求
めたところ， Ka=2.1 X 1Q9 M -l , Bmex=54 fmol/mg protein という値が得られ， 125 1 で標識し
た毒素を用いて生細胞で求めた値とよく一致した。また，毒素lζ感受』性のないマウス L細胞より細胞膜を
分離し同じ方法でCRM197 の結合を調べたと乙ろ L細胞膜ではCRM197 の特異的結合は全く認めら
れなかった。さらに 125 1 -C RM 197 の Vero細胞への結合は未標識毒素やリセプター結合能を持つ毒
素変異タンパク質で阻害されたが，リセプター結合能を持たない毒素変異タンパク質やフラグメント Aで
は全く阻害されなかった。以上の事実から， Vero細胞膜で観察される 125 1 ー CRM197 の特異的結合
がジフテリア毒素リセプターへのものであると結論し，次の実験を進めた。
2. リセプターの部分精製と SDS ーゲノレ電気泳動によるタンパク・バンドの同定
Vero細胞の膜分画よりリセプターを界面活性剤で可溶化し，種々のカラムクロマトグラフィーによ
る精製を試みた。可溶化した試料中のリセプター活性は，レシチン存在下に試料をアセトン沈澱し，乙の
沈澱した試料と 125 1 -CRM197 をインキュベーションしてその結合活性でみた。その結果， CM-Seｭ
pharose カラムやCRM197 を結合したアフィニティークロマトグラフィーにより約 1 万倍の精製を行
なうことができた。次に， CM-Sepharose で部分精製したリセプター標品をBolton-Hun ter 試薬
でヨードラベノレし，毒素あるいは CRM197 と抗毒素抗体を結合した Sepharose Beads で免疫沈降し，
沈降したタンパク質を SDS -PAGE とオートラジオグラフィーで解析したと乙ろ，分子量 14.5kD ， 47 
kD ， 62kDの 3 本のバンドが認められた。また，同じリセプター・フラクションをSDS-PAGE後，ニ
トロセルロース膜にトランスファーし， 1251 ー CRM197 をプローブにして毒素結合タンパクを調べた
と乙ろ，分子量 14.5kD のバンドだけが検出され， 14.5kD のタンパクがリセプターあるいはリセプター
の毒素結合部位であることがわかった。
3. 抗ジフテリア毒素リセプター・モノクローナル抗体の作製
アルカリ処理により得たVero 細胞の膜分画を抗原として， BALB/c マウスを免疫した。免疫マ
ウスより血液を採取し，その抗体価を調べたところ，単層培養Vero 細胞への 125 1 -CRM197 の結合
を阻害する抗体が検出された。乙のマウスの牌細胞とミエローマ細胞を融合しハイブリドーマを作製した。








3. 部分精製したリセプタ一分固に含まれる 14.5 .kDのタンパクが毒素リセプターあるいはその毒素結合
部位であることがわかった。
4. 毒素のリセプターへの結合を阻害するジフテリア毒素リセプターに対するモノクロ一ナノレ抗体を得た。
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論文の審査結果の要旨
ジフテリア毒素lζ関する研究の歴史は長いが，ヒトを始めとする毒素感受性細胞に存在するジフテリア
毒素リセプターに関しては，長年の努力にも関わらず，まったく解析されていなかった。本論文は世界で
初めてジフテリア毒素リセプターの分離同定，並びにリセプターに対するモノクロ一ナノレ抗体の作製を行
なった研究である。
乙の研究の特徴は毒素の変異タンパク質CRM197 を毒素リセプターの検索に用いた事で.これによっ
て毒素と結合する他の物質の影響を受けずに， リセプターの検索か可能となった。リセプタ一分子の同定，
リセプターに対するモノクロ一ナノレ抗体の作製に成功し，これによって，今後このリセプターの構造をさ
らに詳しく解析する事を可能にした。
本論文は医学博士の学位論文として適当であると認められる。
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